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　AuroraﾝA/STK 15/BTAK kinase encoding gene､ located on chromosome 20q13､ is frequently amplified and 
overexpressed in human cancers｡ Sen et al｡ previously demonstrated that AuroraﾝA amplification and overexpression 
are associated with aneuploidy and clinically aggressive bladder cancer ﾛJ Natl Cancer Inst ﾛ2002ﾜ 94､ 1320ﾝ1329ﾜ｡ To 
examine if this association is the direct result of AuroraﾝA gene amplification and overexpression､ an immortalized 
human urothelial cell line ﾛSVﾝHUCﾜ was infected with an adenoviral AuroraﾝAﾝgreen fluorescent protein ﾛAdﾝ
AuroraﾝAﾝGFPﾜ fusion construct inducing ectopic expression of the resulting fusion protein｡ Controls included mock-
infected and adenoviralﾝGFP infected cells｡ Ectopic expression of transduced AuroraﾝA did not alter the doubling time 
of the SVﾝHUC cells but significantly increased the number of cells with multiple centrosomes displaying aneuploidy 
and increased colony formation in soft agar｡ This is the first report demonstrating that overexpression of AuroraﾝA 
induces centrosome anomalies together with chromosomal instability and malignant transformation-associated 
phenotypic changes in immortalized human urothelial cells､ thus supporting the hypothesis that this gene plays an 
important role in the development of aggressive bladder cancer｡
原　著






























　The Simian virus 40（SV40）を用いて継代培養されたヒ
ト由来の正常膀胱上皮細胞（The Simian virus 40（SV40) 
immortalized human urothelial cell line SVﾝHUC，ウイン








ルス（Adenovirus AuroraﾝAﾝgreen fluorescence protein 
(AdﾝAuroraﾝAﾝGFP））は，前述のように pEGFPﾝAurora













感染多重度（multiplicity of infection (MOI））５で感染さ
せた．１％グルタルアルデヒド溶液で細胞を固定し，0.5％
クリスタルバイオレットのメタノール溶液で染色した．プ
レートにソレソン溶液（0.025 M sodium citrate､ 0.025 M 





とに，細胞溶解液（10ﾋ TrisﾝHCl (pH ７）；140ﾋ NaCl；





dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis）で電気
泳動分離し，その分離したタンパク質を孔径0.2マイクロｍ
のニトロセルロース膜に転写緩衝液［１×Tris Gly transfer 
buffer (25 ×Tris Gly transfer buffer；Invitrogen､ 
Carlsbad､ CA），５％ v/v methanol］下で転写した．転写
された膜をブロッキング液（５％スキムミルクを含む Tris-
buffered saline (TBS)ﾝT（10ﾋ TrisﾝHCl (pH 7.4）；150 
ﾋ NaCl；0.1％ Tween 20）下で２時間ブロックした．５
％スキムミルクを含む PBSﾝT 溶液で希釈した一次抗体
（rabbit polyclonal antiﾝAuroraﾝA antibody）で反応後，
５％スキムミルクを含む PBSﾝT 溶液で洗浄し，二次抗体
（goat anti-rabbit horseradish peroxidase-conjugated IgG､ 
１：2,000 dilution；Santa Cruz Biotechnology Inc｡､ Santa 
Cruz､ CA）と室温１時間で反応させた．同様に洗浄後，検
出試薬 ECLﾝPlus（Enhanced ChemoluminescenceﾝPLUS､ 






希釈した５％ヤギ血清（Vector Laboratories､ Burlingame､ 
CA）で室温１時間，ブロッキングを行なった．ブロッキン
グ液で希釈した抗ｺﾝチューブリン抗体（antiﾝｺﾝtubulin 




Red-conjugated anti-mouse antibody､ Vector Labora-
tories；１：500希釈）を反応させた．PBS で３回洗浄後，





光顕微鏡で，Adobe Photoshop software (Adobe Systems 
Incorporated､ San Jose､ CA）下に撮影した．それぞれ500
個の細胞を観察し，３個以上の中心体を持つ細胞を中心体
複製異常としてカウントした．
６. In situ 蛍光ハイブリッド形成法（FISH､ Fluorescence 
in situ hybridization）と核 DNA 量の分析
　AdﾝGFP と AdﾝAuroraﾝAﾝGFP にそれぞれ感染させた
分裂間期の細胞の第３，７，17番染色体をそれぞれに特異
的な標識プローブ（Vysis Inc｡､ Abbott Park､ Il）を用いて
分析した6)．蛍光顕微鏡で200個の核の蛍光標識結合部位の
数量分析を行った．コントロールとして腎癌患者から採取
した膀胱上皮細胞を用いた．高解像度 CCD 機能を備えた 
Leica DMRXA 蛍光顕微鏡で撮影した．核 DNA インデッ
クスは，既報のようにフォイルゲン反応を用いて染色体染
色を行ない，末梢リンパ球に対する mock，AdﾝGFP と Ad




















　ヒ ト 正 常 膀 胱 上 皮 細 胞 SVﾝHUC に 導 入 さ れ た 
AuroraﾝA 遺伝子のタンパク質発現を調べるためにウエス
タンブロットを行なった．抗 AuroraﾝA 抗体を用いて解析
すると Adenovirus AuroraﾝAﾝgreen fluorescence protein 
(AdﾝAuroraﾝAﾝGFP）感染細胞において AuroraﾝAﾝGFP 
タンパク質のバンドが検出された（図１）．Mock および 



























図１　ヒト正常膀胱上皮細胞 SVﾝHUC における AuroraﾝA タンパク質の発現確認
アデノウイルスベクター感染による遺伝子導入１日目から４日目の細胞からタンパク質を抽出後，抗 AuroraﾝA 抗体を用いたウエス
タンブロットにて AuroraﾝA タンパク質の発現確認を行なった．レーン１；Mock コントロール（ウイルス非感染）細胞，レーン２；
５MOI での Adﾝcontrol (cDNA を導入していないアデノウイルスコントロール）感染細胞，レーン３；５MOI での AdﾝAuroraﾝAﾝ
GFP 感染細胞．ローディングコントロールとして抗 ｹﾝactin 抗体を用いて ｹﾝactin の比較を行なった．
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観察された（図３Ａ）．そこで各細胞の中心体数をカウント




３. In situ 蛍光ハイブリッド形成法（FISH､ Fluorescence 
in situ hybridization）と核 DNA 量の分析
　AuroraﾝA 遺伝子発現と染色体異数化の関連を検討する
ために，染色体特異的なセントロメアプローブを用いて，
















Mock と AdﾝGFP 感染細胞では0.2～0.3％の出現頻度で
あった（未発表データー）．以上のデータより，ヒト膀胱上







ニー形成試験にて検討した（図５Ａ）．Mock と AdﾝGFP 
感染細胞では，コロニー数に有意な差はみられなかった．




































control ５MOI；５MOI での Adﾝcontrol 感染細胞，AdﾝAurora 















































１ ２ ３ ４
Days after Transfection
Ad/GFP 5MOI























計測した．AdﾝGFP ５MOI；５MOI での AdﾝGFP 感染細胞，
AdﾝAurora AﾝGFP ５MOI；５MOI で の AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 
感染細胞．
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Mock vs｡ AdﾝAurora AﾝGFP：P＝0.0014





































Ａ；ウイルス感染細胞における中心体の位置と Aurora A の局在を蛍光顕微鏡で観察した．⒜は抗 ｺﾝtubulin 抗体（赤色）による中心
体の位置，⒝は AuroraﾝAﾝGFP 融合タンパク質（緑色）の局在を，⒞は DAPI（青色）で核を，⒟は⒜～⒞の重ね合わせ（Merge）
を示している．Mock；Mock コントロール細胞，AdﾝGFP 50 MOI；50 MOI での AdﾝGFP 感染細胞，AdﾝAurora AﾝGFP 50 MOI；
50 MOI での AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 感染細胞．Ｂ；それぞれ500個の細胞を蛍光顕微鏡で観察し，３個以上の中心体を持つ細胞の割合を
示した．ANOVA 解析により Mock と AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 感染細胞の比較では p＝0.0014，AdﾝGFP と AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 感染細
胞の比較では p＝0.0085であった（ANOVA test）．
B
⒜  Mock (×2.5)
⒝  GFP (×2.5)
⒞  Aurora AﾝGFP (×2.5)
⒟  Aurora AﾝGFP (×10)
＊
＊＊



























Ａ；ウイルス感染細胞（１×104細胞）を軟寒天培地で２週間培養後のコロニー像．⒜Mock コントロール細胞（×2.5倍），⒝50 MOI 
での AdﾝGFP 感染細胞（×2.5倍），⒞50 MOI での AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 感染細胞（×2.5倍），⒟50 MOI での AdﾝAuroraﾝAﾝGFP 感
染細胞（×10倍）．Ｂ；ウイルス感染細胞（１×104細胞）を各５プレートの軟寒天培地で培養し，２週間後に30細胞以上で形成された
細胞塊をコロニー形成とし集計した．この実験は，２回繰り返して行った．（＊ｐ＜0.001；Wilcoxon test による mock と AdﾝAurora
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